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O trigo é uma das culturas mais importantes para a humanidade. No Brasil, o estado 
do Paraná é o maior produtor anual do grão, porém pesquisas mais detalhadas em 
relação a fixação de nitrogênio, mais especificamente a comunicação das gramíneas 
com bactérias são escassas. Os flavonoides são descritos como as substâncias que 
conseguem intermediar essa comunicação. O presente trabalho teve por objetivos 
avaliar a presença e a quantificação de flavonoides na raiz do trigo (Triticuma 
estivum) cultivar CD150. Os tratamentos foram as bactérias Azospirillum brasiliense, 
Herbaspirillum seropedicae, Azospirillum brasiliense em conjunto com Herbaspirillum 
seropedicae, Enterobacter sp. - estirpes nº 203; nº 208 e nº 493; tratamento controle 
com e sem adição de nitrogênio em substrato inócuo de areia. Após 42 dias foram 
avaliados o comprimento radicular e da parte aérea, assim como a massa seca de 
raízes e parte aérea. Amostras das raízes foram tratadas e avaliadas pelo HPLC e 
espectrofotômetro UV para quantificação dos flavonoides totais em mg. Os 
resultados foram submetidos a analise de variância, e as médias comparadas pelo 
teste t a 5% de probabilidade. O comprimento das raizes apresentaram diferença 
significativa entre os tratamentos realizados, foi observado incremento da massa 
seca da raiz, devido a presença do nutriente e do aumento da taxa fotossintética. O 
comprimento da parte aérea também apresentou diferença estatística, e o 
tratamento testemunha sem nitrogênio apresentou a menor massa seca da parte 










Wheat is one of the most important crops for mankind. In Brazil, the state of Paraná 
is the largest annual producer of the grain, but more detailed research regarding 
nitrogen fixation, more specifically communication of grasses with bacteria is scarce. 
Flavonoids are as if they were the media. The present work had as objectives to 
evaluate a presence and quantification of flavonoids in the wheat root (Triticum 
aestivum) cultivar CD150. The treatments were as bacteria Azospirillum brasiliense, 
Herbaspirillum seropedicae, Azospirillum brasiliense together with Herbaspirillum 
seropedicae, Enterobacter sp. strains no. 203; Nos. 208 and 493; Control treatment 
and without addition of nitrogen in innocuous sand substrate. After 42 days they were 
oriented either with root and shoot, as well as a dry mass of roots and shoot. 
Samples as roots were treated and evaluated for HPLC and UV spectrophotometer 
for quantification of total flavonoids in mg. The results were submitted to analysis of 
variance, and as averages compared by t test at 5% of probability. The length of the 
raises showed the significant difference between the treatments, it was observed 
from the dry mass of the root, due to the nutrition and the increase of the 
photosynthetic rate. In addition, the control treatment without nitrogen had the lowest 
dry mass of the shoot (37.5 mg). There was a significant effect on total flavonoid 
content among treatments. 
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Triticum aestivum vulgarmente conhecido como trigo é a segunda cultura de 
grãos mais produzida no mundo, e se apresenta como constituinte fundamental da 
alimentação humana (JOSHI et al., 2007; JONES, 2005). A produção brasileira de 
trigo em 2016 foi de aproximadamente 6,7milhões de toneladas (CONAB, 2016), 
sendo o estado do Paraná o responsável por mais da metade da produção nacional 
(SEAB, 2017). 
Vários entraves tornam difícil a produção e a difusão do plantio de trigo pelo 
território brasileiro, como fatores técnicos e biológicos do cultivar, difícil controle de 
doenças (OLIVEIRA, 2016), as facilidades encontradas no cultivo de outras espécies 
como milho e soja, tornando-as preferenciais, falta ou dificuldade de crédito, preços 
atrativos e o escoamento da produção (BRUM e MULLER, 2008). 
Como um empecilho encontrado para sua difusão pode-se citar a dificuldade 
da absorção de nitrogênio que as gramíneas como o trigo enfrentam (HUNGRIA et 
al., 2007), sendo necessária a utilização de fertilizantes ricos em nutriente nas 
lavouras encarecendo a produção. Diante disso, algumas técnicas e estudos estão 
sendo realizados a fim de facilitar a absorção de nitrogênio pela planta, como por 
exemplo, o aprimoramento genético ou a melhoria da quimiotaxia entre planta e 
microorganismos fixadores de nitrogênio como bactérias diazotróficas 
(DOBBELAERE e CROONENBORGHS, 2002). 
Grande parte do nitrogênio proveniente da adubação é perdido 
principalmente por lixiviação e volatilização que acontecem naturalmente 
(BHATTCHRJEE 2008), mesmo perdendo grande parte do nitrogênio proveniente da 
adubação, algumas bactérias fixadoras conseguem através de nitrificação ou 




planta (CHAMAM et al., 2013), isso acontece devido a quimiotaxia que se resume 
basicamente como a comunicação entre as plantas e bactérias que naturalmente se 
encontram na rizosfera (MALAVOLTA 2006), essa comunicação ocorre devido a 
exsudatos liberados pela raiz, que atraem os microrganismos da rizosfera facilitando 
o encontro de planta com bactéria. Dentre esses exsudatos podemos 
reconhecidamente descrever os flavonoides (KOBAYASHI et al., 2004), compostos 
fenólicos identificados como metabólitos secundários hidrossolúveis, presentes em 
quase todos os órgãos das plantas em concentrações destinta, apresentando 
funções diferenciadas dentro do metabolismo (CHAMAM et al., 2013). 
O trigo, os flavonoides e as bactérias (Azospirilum, Herbaspirilum e 
Enterobium) utilizadas como tratamentos no presente trabalho, já foram estudados 
(BASHAN et al. 2005), porém as análises da quantificação dos flavonoides 
presentes em raiz de trigo inoculado com diferentes microrganismos ainda não 
foram avaliadas. 
Portanto o trabalho teve por objetivo a quantificação e identificação de 





Com o inevitável crescimento populacional, o incremento da produção 
agrícola precisa ser ampliado anualmente.  
Como o aumento da área de produção é um fator limitante na agricultura faz-




de fatores como a melhoria da nutrição, melhoramento genético das cultivares, 
ganho de absorção de nitrogênio através de técnicas como a fixação biológica para 
que uma melhora efetiva da produção realmente aconteça. 
Um dos fatores que melhora a comunicação da planta com as bactérias 
fixadoras de nitrogênio é o exsudato que a própria planta libera no solo em 
consonância com outras moléculas. Temos presentes nesses exsudatos os 
flavonoides, foco desse trabalho, como facilitador da quimiotaxia entre planta e 
bactéria. Essa atividade é uma grande ajuda para o produtor conseguir efetivamente 
uma melhora na produção e principalmente diminuição dos custos, já que o 
nitrogênio é uma fonte de nutriente cara, além de seu excesso ser prejudicial para o 
ambiente, causando problemas como eutrofização de rios e lagos além de ser 
relacionado como agente facilitador de extinção de espécies. 
Portanto, faz-se necessário esse trabalho para a quantificação e 
identificação de flavonoides em raiz de trigo, visando um melhor entendimento 
quanto a sua função no aspecto de quimiotaxia com os microorganismos fixadores 
de nitrogênio em gramíneas. 
1.2 OBJETIVOS 
O presente trabalho tem como objetivo principal a identificação e a 
quantificação de flavonoides totais em raízes de trigo (Triticum aestivum) cultivar 
CD150, submetidos a diferentes tratamentos com bactérias fixadoras de nitrogênio. 
Avaliar aspectos agronômicos, como o comprimento e a massa seca da raiz 






2 REVISÃO DE LITERATURA 
2.1 ESPÉCIE VEGETAL 
O trigo está entre as espécies vegetais mais consumidas pela humanidade 
(JOSHI et al. 2007), pelas suas características nutricionais se tornou matéria prima 
de vários ramos industriais, citando o alimentício como sua principal função, já que 
mais de um terço da população mundial o utiliza como alimento básico (SLEPER e 
POEHLMAN, 2006).  
O trigo pertence à família Gramineae, tribo Triticeae, subtribo Triticinae a 
espécie mais cultivada é a Triticum aestivum. De comportamento autógamo, 
possuindo inúmeras cultivares disponíveis em todo mundo.  
Sua domesticação ocorreu nas lavouras primitivas do Sudeste da Ásia de 
7000 a 9000 anos A.C., sendo introduzido na Índia, China e Europa desde 5000 
anos A.C. (BRAMMER, 2000; MORAES et al., 2000). 
No Brasil cultivam-se trigos de inverno e de primavera, sendo o de hábito 
primaveril cultivado preferencialmente por não necessitar de frio próximo a zero para 
completar seu ciclo reprodutivo (EMBRAPA, 2005). 
Em 2016 o Brasil colheu 6,7 milhões de toneladas de trigo em seu território 
(IBGE, 2016). Em comparação com a safra de 2015 que foi de 5,5 milhões de 
toneladas houve um crescimento acima de 15% (CONAB, 2016). 
O trigo tem grande destaque na economia da região Oeste do Paraná, pois a 
cadeia produtiva abrange setores como a pesquisa, produção, industrialização e a 
comercialização, gerando emprego e renda.  
Sozinho, o estado do Paraná obteve produção de 3.383.850 toneladas 
plantadas em 1.084.294 hectares. Desse montante, estima-se que 




mil toneladas vendidas para outros estados, 150 mil toneladas utilizadas como 
sementes, 120 mil toneladas utilizadas na indústria de ração animal restando 313 mil 
toneladas de estoque. Vale lembrar que mesmo com produção recorde, o estado 
ainda necessita acrescentar 450 mil toneladas de trigo vindas do Paraguai a fim de 
suprir a necessidade do grão e ainda manter nível de estoque razoável (SEAB, 
2017). 
A produção de trigo no Brasil sofre com alguns entraves que influenciam a 
escolha pela soja e milho como cultivo pelo agricultor. Destacam-se os fatores 
técnicos, os políticos e econômicos. Como fatores técnicos destaca-se, por exemplo, 
que o trigo deixa pouca matéria orgânica no sistema, poucas cultivares adaptadas a 
regiões quentes, baixa eficiência no controle de doenças como ferrugem e bruzone 
(OLIVEIRA, 2016). 
Os fatores políticos dificultam o cultivo do trigo, já que a falta de politicas de 
garantia de preço, pouco incentivo ao trigo nacional, preço pouco atrativo frente ao 
milho safrinha e grande estimulo a cultura do milho são entraves cotidianos. Existem 
também os fatores econômicos, entre eles estão o alto custo com menor 
rentabilidade frente ao milho, excessivas exigências dos bancos para liberação de 
crédito pelo risco da cultura (OLIVEIRA, 2016). 
Até mesmo empecilhos operacionais acarretam a depreciação do trigo, como 
a facilidade do manejo do milho frente ao trigo devido a maquinários mais eficientes, 
tardia época de plantio no Sul do país o que atrapalha a safra de verão, dificuldade 
na absorção de nitrogênio pela planta, exigência de qualidade sem preço 






2.2 FIXAÇÃO BIOLÓGICA DE NITROGÊNIO (FBN) 
O aumento da população torna necessário o incremento da produção agrícola 
através do aumento da área de produção, aprimoramento de técnicas e do 
melhoramento das cultivares (HUNGRIA et al., 2007). 
Possibilidades para viabilizar uma produção com custos menores sem 
prejudicar o ambiente tem como opção a utilização do melhoramento genético das 
plantas e a utilização dos recursos biológicos, como a de bactérias promotoras do 
crescimento vegetal, que fixam nitrogênio para a planta e produzem hormônios de 
crescimento, como auxinas e giberelinas, estimulando o desenvolvimento do vegetal 
(DOBBELAERE e CROONENBORGHS, 2002). 
Diferentes técnicas de adição de nutrientes através de fertilizantes no solo, 
são utilizadas para aumentar a produtividade. Um dos nutrientes presentes em 
grande quantidade nos fertilizantes é o nitrogênio (MALAVOLTA, 2006) que tem 
papel fundamental na planta. Ele que subsidia seu crescimento sendo um dos 
macroelementos mais utilizados por ela. É essencial na formação de compostos 
fundamentais para a manutenção da vida vegetal como aminoácidos e outros que 
são precursores de outras moléculas (PERRINE, 2007).  
Naturalmente ele é encontrado no solo devido à matéria orgânica que foi 
decomposta, mas como sua quantidade não é ideal, a adubação faz-se necessária, 
sendo um dos insumos mais caros para plantas não leguminosas como o trigo. Além 
de pesquisas determinarem que mais de 65% do nitrogênio mineral proveniente de 
adubação ser perdido pela lixiviação, volatilização e escoamento (BHATTACHRJEE, 
2008). 
O processo de fixação pelo qual o nitrogênio atmosférico (N2) pouco reativo é 




crescimento e produção. Acontece devido a reações químicas catalisadas por 
diferentes tipos de bactérias fixadoras conhecidas como diazotróficas que possuem 
a capacidade de utilizar apenas N2 como forma de nutrição (PERIN, 2007).  
O Nitrogênio é mineralizado no solo basicamente através de dois processos 
biológicos, a nitrificação que é a oxidação do NH4+ em NO2- e depois em NO3- por 
bactérias Nitrossomonas e Nitrobacter, e a amonificação que se resume no 
catabolismo de matéria orgânica em NH4+ (SCHLESINGER, 2012).  
Estudos apontam que da emergência até a emissão da sexta ou sétima folha 
é o momento que a cultura do trigo precisa de maiores quantidades de nitrogênio em 
seu metabolismo (YANO et al., 2005). 
Porém sua presença em excesso pode tornar-se prejudicial para a planta, já 
que o nitrogênio proporciona um aumento do crescimento da folha, 
consequentemente alterando negativamente sua taxa fotossintetizante devido a 
curvatura que ela adquire (MARSCHNER, 1995), além de levar ao acamamento que 
dificulta a colheita (TEIXEIRA et al., 2010). 
Por outro lado, é encontrado relatos do comprometimento no crescimento e 
reprodução das plantas na falta de nitrogênio (CAZETTA et al., 2007). 
Pesquisas sobre fixação biológica de nitrogênio acontecem em todo o mundo 
(CHAMAM et al., 2013). No Brasil, empresas como a EMBRAPA, através de 
pesquisadores como Mariângela Hungria, Rubens José Campo e outros cientistas 
pesquisam microrganismos e os fatores que podem iniciar a comunicação entre eles 
e as plantas (SANTOS e REIS, 2008).  
Como fontes de pesquisas relacionadas com a FBN podemos citar autores 




spp. em trigo e sorgo avaliando o aumento expressivo na concentração de nitrogênio 
após a inoculação (DOBEREINER, 1990). 
A facilidade de nodulação observada devido aos exsudatos da raiz de 
leguminosas (LI et al., 2016) na contribuição para a identificação de genótipos que 
expressam o fator Nod em cana-de-açúcar com o potencial para fixação biológica de 
nitrogênio (COELHO, 2003) e a inoculação de Bradyrhizobium em soja por 
pulverização em cobertura melhorando a concentração do mesmo na planta (ZILLI, 
2008).  
Mesmo em trabalhos com cultivares diferentes, fica evidente que a 
quantidade de nitrogênio total na planta foi significantemente maior após as 
inoculações de agentes promotores de comunicação em todos os trabalhos.  
A interação entre esses microrganismos e a planta não acontece ao acaso, 
ela precisa ser sinalizada (BAIS et al., 2006). O vegetal desenvolve métodos 
específicos para tal, como por exemplo, a liberação de exsudatos pelas raízes em 
contato com o solo onde os microrganismos se encontram naturalmente, 
reconhecidamente dentre esses exsudatos podemos descrever os compostos 
orgânicos, como malato, polissacarídeos, fitoalexinas, mas principalmente os 
flavonoides (KOBAYASHI et al., 2004).  
Para que essa fixação ocorra, uma sequência de eventos coordenados pela 
planta deve acontecer culminando com uma relação simbiótica caracterizada pela 
perfeita integração morfológica, bioquímica e funcional da associação entre a planta 
e o microorganismo (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Muitos processos envolvidos na 
comunicação química da associação, fatores que definirão a penetração na célula e 




mecanismos moleculares que regulam o desenvolvimento e funcionalidade desses 
microrganismos são em grande parte desconhecidos. 
Hoje reconhecemos como efeitos desses organismos sobre as plantas, o 
fornecimento de fitormonios de crescimento como auxinas, giberelinas e citocininas 
(EL-KHAWAS e ADACHI, 1999). Esses compostos auxiliam o crescimento da raiz e 
da parte area do vegetal aumentando a captação de nutrientes pela planta 
(ANTOUN et al., 1998; ASGHAR et al., 2002).  
Alem disso, estas bacterias também contribuem indiretamente para o 
desenvolvimento da planta através da produção de diversos antibióticos ou outros 
mecanismos de biocontrole, os quais inibem o crescimento de diversos 
microrganismos considerados fitopatogênicos (GRAY, 2005). 
Existem três maneiras de classificarmos bactérias promotoras de crescimento 
em plantas que são definidas pela sua proximidade com a raiz, (GRAY, 2005) são 
elas: Rizobactérias extracelulares ou rizosféricos, identificadas como os 
microrganismos que se encontram circundando as raízes, encontradas na rizosfera 
da planta; Rizobactérias Endofiticas, aquelas que adentram nos espaços 
intercelulares e lá se fixam; Rizobactérias intracelulares, aquelas que se fixam no 
interior das células da planta ocasionando os nódulos, entretanto não sendo 
identificada pela planta como um patógeno (PÜHLER et al., 2004). 
Além da classificação de acordo com a proximidade com a raiz pode-se 
classificar o seu grau de associação (GRAY, 2005). Podem existir três tipos de 
interação de uma planta com bactérias: simbiótica, fitopatógena e associativa.  
A interação simbiótica é caracterizada pela formação de nódulos nas raízes, 
ocasionado pelas bactérias intracelulares. O resultado é que o microrganismo fixa o 




simbiótica encontramos principalmente as bactérias pertencentes aos gêneros 
Rhizobium e Bradirhizobium basicamente nodulando leguminosas (PÜHLER et al., 
2004).  
Pelo modo fitopatógeno os microrganismos usam diferentes formas para 
invadir o hospedeiro como adesinas (complexos proteicos que se ligam a receptores 
específicos), fatores de sinalização bacteriana, receptores de fatores externos ou 
derivados de plantas, e se suprem da planta para sua nutrição, sem que a 
reciprocidade ocorra efetivamente (FRANCIS et al., 2002).  
Na interação associativa, o microrganismo se beneficia sem causar dano a 
planta ou mesmo a célula (QUISPEL, 1992), ele pode ser encontrado no próprio 
exsudato, no solo ou ser endofítico, ocorrendo reciprocidade quando o 
microrganismo inibe patógenos ou estimula o crescimento da planta (PÜHLER et al., 
2004).  
Estes exsudados são basicamente compostos fenólicos (flavonóides) e 
betaínas que, quando liberados no solo, são percebidos pelas bactérias presentes e 
desencadeiam interação (KRISHNAN et al., 1995). 
Como exemplos de microrganismos associativos temos as bactérias dos 
gêneros Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobacter, Burkholderia e Azoarcus 
conhecidas como diazotrófica endofíticas, pois fixam nitrogênio sem causar nódulos 
espalhando-se pelos tecidos da planta sem induzir resposta de defesa, o que 
acontece em gramíneas como o trigo (BALDANI et al., 1986). 
Por não resultar na formação de nódulos, como acontece em leguminosas, 
essa associação entre bactérias e gramíneas como o trigo não é tão eficaz quando a 




complemento nutricional por meio da adubação nitrogenada que se administrada 
incorretamente pode ser prejudicial ao solo.  
Estudos apontam novos microrganismos capazes de aumentar a fixação de 
nitrogênio em gramíneas com o trigo como os gêneros Azotobacter e Beijeinckia, 
Azospirillum (BALDANI e BALDANI, 2005; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006) o que 
diminui a necessidade de adubação nitrogenada em até 50%, acarretando 
rendimento superior devido ao aumento da capacidade da planta de associar o 
nitrogênio e do menor custo a implantação do cultivar (HUNGRIA, 2005). 
Estirpes de Azospirillum usadas como inoculante em cultura de arroz foram 
capazes de promover crescimento de produção de grãos em casa de vegetação de 
32 a 81%. Os resultados são dependentes da espécie utilizada e proporcionaram um 
aumento de 22% na produção em relação ao controle sem a inoculação, em 
condições de campo (EL-KHAWAS e ADACHI, 1999) Azospirillum é uma fonte 
natural de auxinas para gramíneas e, portanto, com grande interesse agrícola.  
Kennedy et al. (2004) demonstraram que o Azospirillum pode penetrar na 
raiz para crescer internamente nas celulas como uma bactéria endofitica. 
 
2.3 FLAVONOIDES 
Atualmente existem cerca de 4 mil flavonoides já identificados. São 
metabólitos especiais amplamente encontrados na natureza. Os flavonoides são 
identificados como metabólitos secundários (CHAMAM et al., 2013). Eles se 
encontram geralmente em raízes, folhas, flores, e frutos apresentando 
concentrações (FLAMBÓ, 2013).  
Os flavonoides são estudados em diferentes áreas, sendo identificados em 




consideração o flavonoide encontrado e a planta da qual foi reconhecido presentes 
na TABELA 1. 
Tabela 1 - LEVANTAMENTO DE FLAVONOIDES  
FLAVONOIDE ESPÉCIE VEGETAL 
Luteolina Medicago sativa 
Dihidroxiflavona Trifolium repens 
Flavanona,medicarpina, 
Homopterocarpina Platymiscium floribundum  
Genisteina Soja 
Formononetina, Biocanina milho 
C-glicosilflavonas plantas da família Poaceae 
Saponinas,  antrquinona Cenchrus echinatus - família Poaceae 
FONTE: O autor (2017). 
 
 
Estas concentrações podem ser alteradas por fatores como, por exemplo, 
raios UV, estações do ano, estresse hídrico, patógenos e poluentes que 
dependendo de sua incidência alteram o metabolismo da planta (NIJVELDT et al., 
2001).  
As funções básicas para essas substâncias são a proteção UV, ação inibidora 
de diversas espécies oxidantes como ânion superóxido (O2), radicais hidroxil e 
peroxi sendo eficazes antioxidantes (SANDHAR et al., 2011), ação antibacteriana 
(MISHRA et al., 2013) além de desenvolver ação sinalizadora entre microrganismos 
fixadores de nitrogênio e a planta (FERRERES et al., 2009; MARKHAM et at., 1998; 
QIU et al., 2009). 
Ocorridas essas alterações metabólicas, as atividades biológicas das plantas 
podem ser afetadas positiva ou negativamente, interferindo na fisiologia e alterando 




reservas, expansão foliar e consequentemente o crescimento (GOBBO e LOPES, 
2007). 
Quimicamente os flavonoides são compostos aromáticos hidrossolúveis com 
estrutura básica de 3 anéis fenólicos (A, B e C) (TAPAS et al., 2008) (FIGURA 1), 
formados por 15 carbonos, sendo que o anel C é composto por um heteroatomo 
(AGUIAR et al., 2007). 
 
Figura 1- ESTRUTURA BÁSICA DOS FLAVONOIDES. 
 
FONTE: AGUIAR et al., 2007. 
Nas plantas, os flavonoides são sintetizados através da rota biosintética do 
chiquimato e do acetato (LATEIF et al., 2012), produzidos a partir de fenilalanina e 
malonil-CoA e diferem entre si pela composição das ligações desses anéis 
aromáticos, onde se pode encontrar diferentes substituintes (hidroxil, metil, glicosil). 
(HASSAN e MATHESIUS, 2012).  
Como primeiro passo na via do flavonóide a fenilalanina é desaminada para 
produzir ácido cinâmico pela ação da fenilalanina-amônia-liase (PAL). O ácido 
cinâmico é hidroxilado pela cinamato-4-hidroxilase em ácido p-cumárico, que é 
então transformado em p-cumaril-CoA pela ação da CoAliase. A chalconasintetase 
catalisa a união de três unidades de malonil-CoA com uma de p-cumaroil-CoA para 
originar a naringeninachalcona. A naringeninachalcona é convertida em naringenina 




 O Anel aromático liga-se com o carbono seis do anel C, que na posição 2 
carrega um grupo fenil como substituinte, o anel B, sendo a pirona responsável pela 
formação da maioria das classes existentes, recebendo a denominação de núcleo 4 
– oxo – flavonoide (SANDHAR et al., 2011; MARÇO et al., 2008). Algumas classes 
são formadas de acordo com o grau de oxidação do anel C, como os exemplos 








Figura 2 - ROTA BIOQUIMICA DOS FLAVONOIDES. 
 





Figura 3 - PRINCIPAIS CLASSES DE FLAVONOIDES. 
 
FONTE: MARÇO et al., 2008. 
 
Tabela 2 - SUBCLASSES E CARACTERÍSTICAS DOS FLAVONOIDES 
 
CLASSE LIGAÇÃO ANEL B COM C GRUPO NO ANEL C EXEMPLOS 




Flavona 2 4-oxo Luteolina 
Apigenina 
Flavonona 2 4-oxo Hesperidina 
Narigenina 
Flavana 2 3-hidroxi Catequina 
Epicatequina 
Isoflavonides 3 4-oxo Daidzeina 
Ginesteina 
Antocianinas 2 3-hidroxi Cianidina 
Delfinidina 





3 MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 ESPÉCIE VEGETAL 
Para este trabalho foi escolhido uma cultivar de trigo amplamente utilizada 
na região oeste do Paraná. Optou-se pela CD 150 de ciclo precoce, definida como 
planta baixa e de fertilidade média a alta, conhecida como padrão de trigo 
melhorador, alto potencial de rendimento de grãos e boa resistência ao 
acamamento, possuindo tolerância a seca (COODETEC, 2017). As sementes foram 
disponibilizadas pela empresa COODETEC da cidade de Cascavel. 
 
3.2 PREPARO DAS SEMENTES 
A assepsia das sementes foi realizada com hipoclorito em concentração de 
1% sob agitação por 3 minutos e lavagem com água deionizada e esterilizada por 6 
vezes consecutivas, seguido por desinfecção com álcool 70% em agitação por 1 
minuto e lavado com água deionizada e esterilizada por 6 vezes consecutivas, 
adaptado de (ZORATO, 2001). 
As sementes passaram por teste de germinação após a assepsia, seguindo 
as Regras para Análise de Sementes (BRASIIL, 2009). Foram avaliadas 3 alíquotas 
de 50 sementes, tendo como resultado plântulas normais apresentando estruturas 
integras. 
3.3 MICRORGANISMOS 
Os microrganismos selecionados de bancos de culturas da EMBRAPA e 




(Yeat Malt Extract) com quantificação realizada por Turbidimetria em 
espectrofotômetro. 
Os microrganismos utilizados, local de origem e pesquisador cedente foram 
o Azospirillum brasiliense do banco de culturas bacterianas da Embrapa soja cedida 
pela pesquisadora Dra. Mariângela Hungria; Herbaspirillum seropedicae proveniente 
do banco de culturas bacterianas da UFPR cedida pelo. prof. DR. Fábio Pedrosa; 
Enterobacter sp.  estirpe nº 203, 208 e 493 do banco de culturas bacterianas da 
UFPR Setor Palotina cedida pela prof. Dra. Luciana Grange. 
 
 
3.4 PREPARO DOS TRATAMENTOS 
 
O substrato escolhido para o procedimento de plantio das sementes de trigo 
foi a areia por se tratar de um material inerte, facilmente esterilizável, baixo custo, 
sem interferência nutritiva para com a solução utilizada como provedora de macro e 
micronutrientes (OLIVEIRA et al., 2012). O material possuía granulometria média e 
foi peneirado e esterilizado em autoclave.  
O plantio das sementes de trigo cultivar CD 150, devidamente tratadas 
realizou-se em vasos de plástico de cor preta com 20cm de altura e 12cm de 
diâmetro, previamente esterilizados em autoclave e preenchidos com a areia já 
esterilizada. 
Foram realizados 8 tratamentos com 4 repetições, sendo eles os seguintes:  
Tratamento 1: Azospirillum brasiliense; Tratamento 2: Herbaspirillum 
seropedicae; Tratamento 3: Azospirillum brasiliense em conjunto com Herbaspirillum 




Enterobacter sp. estirpe nº 208; Tratamento 6: Enterobacter sp. estirpe nº 493; 
Tratamento 7:  testemunha com adição de nitrogênio; Tratamento 8: testemunha 
sem adição de nitrogênio. 
Os tratamentos foram realizados dia 27 de maio de 2016 e levados a casa 
de vegetação onde foram mantidos em temperatura (25ºC+-2ºC) e umidade (60%) 
controlada, sendo utilizada como fonte nutritiva soluções com 0mg L-1 e 50mg L-1 de 
nitrogênio, contendo nutrientes de acordo com a TABELA 3 e 4, respectivamente.  
 
Tabela 3 - SOLUÇÃO NUTRITIVA UTILIZADA NO EXPERIMENTO COM AUSÊNCIA DE 
NITROGÊNIO (0 mg L-1) 
REAGENTE mg L-1 P K Ca Mg S Cl 
mg L-1 
Sulfato de Magnésio 530    50,35 68,90  
Fosfato de Potássio 250 57,5 72,50     
Cloreto de Cálcio 550   149,65   265,30 
Cloreto de Potássio 340  176,80    159,80 
 
Micronutrientes* 1 ml       
* g 100mL-1 (FeEDTA-4,21; ZnSO4-0,32; H3BO3-0,12; CuSO4-0,50; Na2Mo 4-0,015; MnSO4.H20-1,01) 
FONTE:  Adaptado de BUGBEE (2003). 
 
 
Tabela 4 - SOLUÇÃO NUTRITIVA UTILIZADA NO EXPERIMENTO COM 50 mg L-1 DE 
NITROGÊNIO 
REAGENTE mg L-1 N P K Ca Mg S Cl 
mg L-1 
Nitrato de Potássio 357 49,98  130,30     
Sulfato de Magnésio 530     50,35 68,90  
Fosfato de Potássio 
 
250  57,50 72,50     
Cloreto de cálcio dihidratado 550    149,65    
Cloreto de Potássio 10   52,00    47,00 
Micronutrientes* 1 ml        
* g 100mL-1 (FeEDTA-4,21; ZnSO4-0,32; H3BO3-0,12; CuSO4-0,50; Na2Mo 4-0,015; MnSO4.H20-1,01) 
FONTE: Adaptado de BUGBEE (2003). 
 
O experimento foi retirado da casa de vegetação após 42 dias do plantio. A 





Posteriormente as raízes foram lavadas com água destilada e separadas da 
parte aérea na porção próxima ao colo da planta (NOVARETTI, 2011). As medições 
das raízes foram realizadas com auxílio de uma régua e logo após, secas por 72 
horas a 45ºC em estufa com circulação e renovação de ar. Todas as raízes foram 
pesadas em balança analítica e reservadas. 
 
3.5 EXTRAÇÃO 
Macerou-se em cadinho com ajuda de pistilo até pulverização as raízes de 
todos os tratamentos, estas foram pesadas e uma alíquota de 300 mg de cada raiz 
foi submetida a refluxo por 15 minutos utilizando 50 ml de álcool 70% como solvente. 
O resultado foi filtrado em papel qualitativo e armazenados em frascos âmbar na 
geladeira (CHABARIBERI, 2009). 
 
3.6 ESPECTROFOTOMETRIA 
3.7.1 Curva analítica espectrofotometria 
A curva constituiu-se de 10 pontos. As concentrações utilizadas foram 0,01; 
0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 1,0; 3,0; 5,0; 8,0 e 10 mg mL-1 do padrão de Quercitina, onde a 
equação da reta apresentou um R2 acima de 0,999, usando como diluente álcool 
70%, adaptado (LIN e TANG, 2007). 
 
3.6.1 Preparo das amostras espectrofotômetro 
A cada 2mL das amostras adicionou-se 0,8 mL de álcool etílico 95%, 0,1 mL 




destilada. Deixou-se reagir por 40 minutos em ausência de luz. O mesmo 
procedimento foi realizado para o branco, sendo substituído 2mL da amostra por 2 
mL de álcool 70% (adaptado de LIN e TANG, 2007).  
Fez-se leitura no espectrofotômetro (Espectro SP 2000UV BelFotonics) em 
comprimento de onda de 415nm (LIN e TANG, 2007).  
 
3.7 HPLC 
3.7.1 Curva analítica HPLC 
A curva analitica foi constituída de 4 padrões analíticos: Cumarina, 
Quercitina, Isoflavona e Rutina, escolhidos por se apresentarem com mais 
intensidade em diferentes espécies de plantas (VELOSO et al., 2012), diluídos em 
metanol:água (70:30). Para formulação de padrão estoque foi pesado cerca de 25 
mg e diluídos em 25 mL do diluente citado. A curva foi composta por 8 pontos de 
concentração distintas diluídos em metanol:água (70:30), sendo: 0,2 mg/L; 0,4 mg/L; 
1 mg/L; 5 mg/L; 10 mg/L; 50 mg/L; 70 mg/L; 100 mg/L.  
As diluições foram filtradas em membrana PVDF (membrana de fluoreto de 
polivinilideno) e inseridas em vial’s estéreis. A equação da reta apresentou um R² 
acima de 0,998 em todos os casos. As leituras foram realizadas em CLAE e a curva 
analítica foi construída a partir do programa Microsoft Excel, no qual foi efetuada a 
regressão linear e obtida a equação da reta [y = a + bx] relacionando concentração 
dos padrões versus a área de cada pico observado. 
Abaixo seguem os cromatogramas dos padrões analíticos testados 
respectivamente Quercitina, Rutina, Cumarina e Isoflavona (FIGURA 4, FIGURA 5, 





Figura 4 - CROMATOGRAMA QUERCITINA 
 
FONTE: O autor (2017). 
 
Figura 5 - CROMATOGRAMA RUTINA 
 




Figura 6 - CROMATOGRAMA CUMARINA 
 
FONTE: O autor (2017). 
 
Figura 7 - CROMATOGRAMA ISOFLAVONA 
 





3.7.2 Preparo das amostras HPLC 
As amostras de todos os tratamentos foram filtradas com filtro PVDF 
(membrana de fluoreto de polivinilideno) e inseridas em vial’s estéreis para análise 
em HPLC marca Termocientific modelo ultimate 3000 versão de software chromelion 
7.1. 
Para a realizações das análises no HPLC foram utilizadas as seguintes 
definições adaptadas de Muller (2006) e Sobrinho (2010): 
Sistema gradiente: ACN:H3PO4 (M:V) (Ph2,75) 0-5 min ACN 22%, 5-6 min ACN 
29%, 6-15 min ACN 29%, 15-16 min ACN 22%, 16-20min ACN 22%. 
Coluna utilizada foi a Phenomenex c18 25 cm x 4,6 mm x 5 µm, com volume 
de injeção da amostra: 20µL, o fluxo de fase móvel de1,0 mL/min, com pressão de 
sistema em 1800 PSI, e um tempo de corrida da amostra de 20 min a 30°C, 
utilizando detector UV-VIS a 260nm. Gerando cromatogramas como o exemplo 
apresentado na FIGURA 8. 
Os cromatogramas foram tratados de acordo com as práticas usuais de 





Figura 8 - CROMATOGRAMA 
 
 FONTE: O autor (2017). 
 
 
3.8 TESTES ESTATÍSTICOS  
O teste t foi utilizado para comparar as médias dos tratamentos para as 
variáveis agronômicas e concentração de flavonoides totais. As análises foram 








4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
4.1 FLAVONOIDES 
A tabela 5 abaixo expressa as quantidades de flavonoides totais 
encontradas pela quantificação em espectrofotômetro UV e a quantidade de 




Tabela 5 - VALORES DE FLAVONOIDES TOTAIS, PORCENTAGEM DE QUERCITINA E 
RUTINA EM RELAÇÃO AO TOTAL (CD150) 
  (μg g-1 de raiz)    
TRATAMENTOS FLAVONOIDES*  QUERCITINA %** RUTINA % 
Azospirilum 0,4270 abc 0,0120 2,8 0,0115 2,7 
Herbaspirilum 0,3964 bc 0,0110 2,8 0,0205 5,2 
Herbaspirilum +  
Azospirilum 
0,4314 abc 0,0115 2,7 0,0302 7,0 
Enterobacter sp. no203 0,5044 a 0,0110 2,2 0,0278 5,5 
Enterobacter sp. no208 0,4679 ab 0,0120 2,6 0,0131 2,8 
Enterobacter sp. no493 0,4935 a 0,0110 2,2 0,0166 3,4 
Testemunha N+ 0,3829 c 0,0110 2,9 0,0205 5,4 
Testemunha N- 0,4568 abc 0,0125 2,7 0,0201 4,4 
CV (%) 12,32     
Média 0,4455     
* Médias seguidas de letras iguais não diferem estatisticamente pelo teste t (p>0,05). 
** % de Quercitina e Rutina em observação aos flavonoides totais. 
FONTE: O autor (2017). 
 
O valor médio de flavonoides encontrado neste trabalho foi de 0,4455 μg g-1 
de raiz (tabela 4). Os tratamentos que apresentaram maior média foram 
Enterobacter sp. no 203 e 493, diferindo-os estatisticamente apenas da Testemunha 
N+ e Herbaspirilum. A Testemunha N+ também apresentou diferença estatistica da 




A análise feita em HPLC conseguiu quantificar os teores de quercitina e 
rutina que correspondem dentro da concentração de flavonoides totais da raiz da 
planta com uma porcentagem que varia para quercitina de 2,2 a 2,9% e para rutina 
de 2,7 a 7,0%, dependendo do tratamento. 
Os valores de quercitina para todos os tratamentos correspondem a uma 
média de 2,55% dos flavonoides totais, já para rutina esses valores tiveram 
diferenças acentuadas, como é o caso do tratamento com Azospirilum que alcançou 
2,7% e Azospirilum em associação com Herbaspirilum alcançando 7,0% dos 
flavonoides totais da raiz da planta de trigo (tabela 5).  
Pela falta de trabalhos que avaliam a quantidade de flavonoides nas raízes 
das planas não foi possível um comparativo entre espécies e seu crescimento em 
detrimento da quantidade dos flavonoides, porém, trabalhos que envolviam 
quantificar ou analisar sua eficácia são encontrados na literatura e levam a formular 
hipóteses de sua importância para as gramíneas.  
Os flavonoides, como a quercitina e rutina, estão relacionadas com o 
transporte de auxina, que afetam o desenvolvimento da planta (TAYLOR e 
GROTEWOLD, 2005) podendo ser, portanto, considerados reguladores endógenos 
do transporte de auxina (LAKHANPAL, 2007). 
Os flavonóides exercem diversos papéis nas plantas, como exemplo 
protegê-la do estresse oxidativo, já que são reconhecidos como estruturas que 
sequestam radicais livres não somente em plantas (AGATI e TATINNI, 2010). 
Possivelmente o solo arenoso utilizado como substrato tenha sido 
reconhecido estranhamente pelo trigo, além da falta do nutriente nitrogênio essencial 




oxigênio, causando dessa forma, aumento do nível de quercitina e rutina, em efeito 
protetor contra os danos oxidativos (PRADO, 2014). 
Santos (2015) aplicando diferentes doses de formononetina e de fósforo (0, 
25, 50 e 100 g ha-1) do produto comercial PHC-506, na forma de pó (sal de potássio 
7-hidroxi, 4’- metoxi-isoflavona) com o intuito de aumentar a densidade de bactérias 
fixadoras de nitrogênio associativas na rizosfera de plantas de milho, tentou provar a 
eficácia do flavonoide na melhoria da quimiotaxia e consequentemente a fixação de 
nitrogênio pela planta, porém, não obteve resultados significativos considerando 
como resultado negativo.  
Por outro lado, Paim (2012) testando doses de flavonoide formononetina em 
milho e soja, comprovou a melhora na comunicação de fungos arbusculares, mas 
não em bactérias fixadoras, reforçando que os flavonoides melhoram a comunicação 
da rizosfera como um todo não apenas de bactérias. 
A gramínea Rhynchely trumrepens foi analisada por Paula (2013) para fins 
farmacêuticos através de cromatografia, método pelo qual encontrou flavonoides c-
glicosilados em extrato aquoso da parte aérea, em concentrações de 0,29 mg g-1 de 
massa seca da planta, resultados muito acima dos encontrados na raiz do trigo. 
Cooper (2007) estudando Medicago sativa descobriu em sua composição o 
flavonoide Luteolina liberado como exudato pela planta e utilizado para comunicação 
com bactérias fixadoras de nitrogênio. Cooper (2004)  analisou aproximadamente 30 
flavonóides indutores de gene nod que foram isolados de nove gêneros de 
leguminosas. Foram reconhecidos muitos flavonoides, entre eles as chalconas, 
flavonas, flavanonas, isoflavonas e cumarinas, relatando que enconotrou 
quantidades extremamente baixas como microgramas ou mesmo nanogramas (sem 




Em alguns casos flavonoides podem atuar como indutores de certos rizóbios 
e anti-indutores para outros (BEGUM et al., 2001). Como é o caso das isoflavonas 
daidzeína e genisteína, que são indutores para B. japonicum e Rhizobium sp. 
NGR234 mas anti-indutores para Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii e bv. Viciae, 
podendo talvez explicar a presença de flavonoides 
As quantidades encontradas pela análise de HPLC pode ser relacionada 
com a possível incompatibilidade da cultivar com os tratamentos já que Van Brussel 
et al., (1990) estudando leguminosas relatam que a atividade indutora de genes 
responsaveis pela nodulação de exsudatos radiculares, pode ser induzida pela 
presença de rizóbio compatível na rizosfera.  
Lage (2009) durante a determinação de compostos fenólicos, relata a 
presença de flavonoides em gramineas forrageiras onde as concentrações ficaram 
em torno de 0,74 e 27,49 μg mg-1 de massa seca da parte aérea, e no geral as 
concentrações de ácidos fenólicos aumentaram nas gramíneas adubadas com o 
avanço da idade das plantas, o que poderia ser observado no presente trabalho 
caso fossem recolhidas amostras de tempos diferentes. 
De acordo com seus dados os teores totais de polifenois (mg 100g-1 de 
polifenois na MS) de gramínea “Coastcross” adubada foi de 578,1 mg já a análise 
com a planta não adubada foi de 511,0 mg como considerou a rizosfera natural, sem 
nenhum tipo de biofertilizante, considera-se que a planta estava sob influencia de 
diferentes tipos de bactérias e fungos que possivelmente influenciaram na dosagem 
observada. Sob observação individual dos flavonoides encontrados, percebeu-se a 
presença de catequina na concentração de 4,09 μg mg-1 e de epicatequina com 




Já Veloso (2011) na determinação de novos flavonóides da raiz e caule de 
Platymiscium floribundum Vog. encontrou medicarpina, homopterocarpina, 
isoliqueritigenina, cumarina, flavanona e chalcona sem relatar concentrações em 
ambos os órgãos da planta. 
Encontrando flavonoides em sua análise fitoquímica das cascas e do miolo 
da raiz de urtiga-brava, Gindri (2010), encontra uma concentração de 16,42 mg g-1 
de flavonoides totais que pode reafirmar que são exudatos produzidos pela planta no 
sentido raiz rizosfera. 
Chaurasia e Wichtl (1987) isolaram flavonóides glicosilados das flores da 
Urtica dióica (Urticaceae), planta da mesma família de U. baccifera.  
Akbay et al. (2003) isolaram quercetina, canferol e isoramnetina da mesma 
planta. Os resultados obtidos por estes autores reafirmam a positividade para 






4.2 VARIÁVEIS AGRONÔMICAS 
Houve diferença estatística entre os tratamentos para o comprimento da raiz 
(TABELA 6). Os tratamentos nomeados conjunto A (Azospirilum, Herbaspirilum, 
Testemunha N+ e N-) não apresentaram diferença entre sí, assim como o chamado 
conjunto B (Azospirilum+Herbaspirilum, Azospirilum, Enterobacter sp. 203, 208, 493, 
Herbaspirilum e Temunha N+). Porém nota-se que o conjunto A apresenta médias 
maiores e dentre elas destaca-se a Testemunha N- (48,87cm). 
 
 





MASSA SECA  
DE RAIZ(g) 
COMPRIMENTO  
DA PARTE AÉREA(cm) 
MASSA SECA  
DA PARTE AÉREA(g) 
Azospirilum 39,67 ab 0,5835 b 29,57 c 54,7500 ab 
Herbaspirilum 38,92 ab 0,5274 bc 29,90 bc 49,0000 b 
Herbaspirilum +  
Azospirilum 
34,50 b 0,4071 cd 32,50 ab 46,6667 bc 
Enterobacter sp. no 
203    
32,50 b 0,4178 cd 32,75 a 51,2500 ab 
Enterobacter sp.no 
208    
29,87 b 0,5610 b 29,90 bc 54,7500 ab 
Enterobacter sp.no 
493    
31,37 b 0,3695 d 34,25 a 50,5000 b 
Testemunha N+ 39,35 ab 0,8282 a 29,37 c 60,2500 a 
Testemunha N- 48,87 a 0,3944 cd 29,00 c 37,5000 c 
CV (%) 20,65 17,67 6,05 12,52 
Média 36,96 0,5154 30,85 50,7097 
* Médias seguidas de letras iguais não diferem estatisticamente pelo teste t. 
FONTE: O autor (2017). 
 
Pode-se analisar que apesar de não diferir estatisticamente com relação a 
alguns outros tratamentos, a testemunha N- foi a que demonstrou maior 




nutriente, pois as plantas são capazes de perceber o Nitrogênio no solo e em seu 
próprio organismo, conseguindo alterar seu metabolismo (SAKAKIBARA, 2006).  
A baixa disponibilidade de nutrientes como o nitrogênio pode ser situação 
comum favorece o estiolamento e restringe o crescimento e desenvolvimento normal 
das plantas, que usam de mecanismos para sair deste tipo de estresse. 
Algumas das respostas são locais, aplicadas nas raízes com a finalidade de 
melhorar a capacidade de exploração do solo e consequentemente o potencial para 
extração dos nutrientes (DA SILVA e DELATORRE, 2014), enquanto outras são 
sistêmicas, implicando em intrincadas rotas de percepção de nitrogênio (FORDE, 
2002). 
Zhang e Forde (1998) observaram que em Arabidopsis depois de uma 
mudança de concentração de NO3 - de 1 para 0,01 mmol L-1 ocorreu uma grande 
variação no comprimento das raízes laterais com aumento de 300 %.  
O aumento do alongamento e do número de raízes laterais e da densidade e 
pelos radiculares sob deficiência de N pode alterar significativamente o peso seco de 
raízes, já que a baixa disponibilidade desse nutriente no solo induz o crescimento 
radicular das plantas deixando suas raízes mais longas, porém mais finas e, 
tendendo a se expandir e explorar ao máximo o solo (MARTUSCELLO et al., 2006).  
Percebe-se que em diferentes espécies existem diferentes reações, pois o 
peso seco da raiz pode aumentar caso a raiz se alongue e não afine ou pode 
diminuir caso aconteça, razão pelo qual a testemunha N- obteve maior média de 
comprimento de raiz, porém uma das menores média de massa seca de raiz 
(SOUZA et al., 2013), 
A massa seca da raiz apresentou diferenças significativas entre tratamentos 




O tratamento Testemunha N+ foi o que apresentou uma maior massa seca de 
raízes (0,8282g) e diferiu estatisiticamente de todos os demais. Os tratamentos 
Azospirilum (0,5835g), Herbaspirilum (0,5274g) e Enterobacter sp. 208 (0,5610 g) 
não apresentaram diferença estatistica entre si. O tratamento inoculado com a 
bactéria Enterobacter sp. 493 foi o que apresentou a menor massa seca de raiz 
(0,3695g), entretanto este não diferiu estatisticamente da Testemunha N-, 
Enterobacter sp. 203 e Herbaspirilum + Azospirilum (TABELA 6). 
O fato da Testemunha N+ ter proporcionado uma maior massa seca de 
raízes em trigo, deve-se ao fato da presença do nutriente em alto teor no solo causar 
inibição do desenvolvimento de raízes laterais (ZHANG e FORDE, 2000) e estimular 
o metabolismo, proporcionando formação de proteínas e outros constituintes 
celulares. 
É provado o efeito significativo da aplicação de nitrogênio em trigo e sua 
relação com o aumento de massa seca da raiz (SOUZA et al., 2013), onde houve 
máxima observação na dose de nitrogênio de 54,44 mg dm-3. 
Infelizmente, a falta de estudos com trigo relacionados a doses de nitrogênio 
não permitiu comparações, mas em outras culturas é relatada influência do 
nitrogênio na produção de massa seca de raiz, tal qual observada em capim-xaraés 
com máxima produção de massa seca de raiz em doses de 159 mg dm-3 
(RODRIGUES et al., 2007). 
Na análise de comprimento da parte aérea da planta foi observado diferença 
estatística dos tratamentos Enterobacter sp. 203 e 493 que apresentaram as 
maiores médias, com os demais tratamentos. A estirpe número 493 apresentou a 
maior média dentre todos os tratamentos (34,25cm). Os tratamentos conhecidos 




apresentaram semelhança entre sí e o grupo C (Herbaspirilum, Enterobacter sp. 
203, 208, 493, Testemunha N- e N+) também não diferem se comparados entre si 
(TABELA 6). 
Sabe-se que a presença de nitrogênio tem influência diretamente 
proporcional no crescimento vegetativo das plantas agindo na iniciação, expansão, 
número e tamanho final das folhas além de agir no alongamento do caule. Por essa 
razão pode também influenciar na análise do comprimento da parte aérea 
(SCHRÖDER et al., 2000) pressupondo-se assim que os tratamentos que 
apresentaram maior média podem ter mais eficiência na fixação de nitrogênio, como 
Azospirilum + Herbaspirilum e Enterobacter sp. 203 e 493. 
Plantas que crescem com carência de nitrogênio apresentam baixa atividade 
meristemática da parte aérea então reservam nas raízes, grande parte dos produtos 
da fotossíntese, explicando as menores médias de crescimento da parte aérea para 
os tratamentos que não tiveram êxito ou não foram supridos com quantidades de 
nitrogênio adequadas (LEMAIRE et al., 1997). 
Baixas concentrações de nitrogênio favorecem a redução do crescimento da 
biomassa da parte aérea e aumento da biomassa radicular para maximizar a 
capacidade da planta em absorver maior quantidade de nitrogênio do solo (CHUN et 
al., 2005). 
Para Souza (2013) as maiores alturas de plantas de trigo ocorreram 
utilizando-se doses de nitrogênio compreendidas entre o intervalo de 120-180 mg 
dm-3 , que em seu estudo foram as melhores doses de nitrogênio para o trigo, 
portanto, a taxa de fixação é uma possível explicação para o observado nos 




No comparativo entre a massa seca da parte aérea de todos os tratamentos 
observa-se que o agora chamado conjunto A (Azospirilum, Enterobacter sp. no 203, 
208, e Testemunha N+) apresentaram médias estatisticamente iguais, sendo a 
Testemunha N+ a que apresentou maior média (60,25mg). 
Resultados semelhantes foram observados em trabalhos com trigo e 
inoculação com Azospirilum na semente que causaram maiores acúmulos de massa 
seca da parte aérea (DIDONET et al., 1996).  
Souza (2013) encontrou relação de quantidade de massa seca em relação a 
alta disponibilidade de nitrogênio para a planta. 
Uma hipótese para explicar esse aumento é a maior disponibilidade de 
nitrogênio para a planta visto que a presença de nitrogênio em quantidades ideais 
atua sobre o metabolismo, proporcionando a formação de constituintes celulares que 
a planta tende a alocar na parte aérea em detrimento ao sistema radicular não 
necessitar ser tão desenvolvido como deveria na presença de nitrogênio (DA SILVA 
e DELATORRE, 2009). 
Em estudos avaliativos de produção de massa seca da parte aérea do trigo 
(SOUZA et al., 2013) constatou-se seu aumento com aplicação de doses de 
nitrogênio com máxima produção em 165 mg dm-3, também observado por Viana e 
Kiehl (2010), que encontraram máxima produção de massa seca na dose de 
nitrogênio de 251 mg dm-3. 
Baldani et al. (2000) avaliaram em casa de vegetação a contribuição de FBN 
de diferentes isolados de H. seropedicaee Burkholderia sp. em diferentes cultivares 
em arroz sequeiro. Os resultados demostraram que 90 estirpes estudadas levaram a 




Soares et al. (2009) obtiveram em média, em estudo com genótipos de milho 
submetidos a doses de nitrogênio, 2,77 de relação MSPA/MSR, sendo superior ao 
observado em Souza (2013) em que a relação foi de 2,06 MSPA/MSR. Em nosso 
estudo com trigo, os tratamentos que apresentaram maior relação MSPA/MSR foram 
Enterobacter sp 493 (136,7) e 203 (122,7). As menores relações foram 
apresentadas pela Testemunha N+ (72,7) e Herbaspirilum (92,9). 
Ao observarmos o agora nomeado conjunto B composto pelos tratamentos 
Azospirilum, Herbaspirilum, Enterobacter sp no 203, 208 e 493, apresentaram 
médias estatisticamente iguais diferindo do conjunto C (Tetemunha N- e da 
associação entre Azospirilum + Herbaspirilum) que apresentaram médias 
estatisticamente iguais, porém as menores do grupo (TABELA 6).  
Observa-se que a Testemunha N- apresentou a menor média de todos os 
tratamentos. Uma hipótese para este resultado é a deficiência da obtenção de 
nitrogênio pela planta, desfavorecendo o crescimento e consequentemente a 
diminuição da massa da parte aérea (SCHRÖDER et al., 2000) como já 
inversamente provado anteriormente (VIANA e KIEHL, 2010). 
Nas comparações entre os fatores conseguimos relacionar a maior média de 
comprimento de raiz da Testemunha N- e sua consequente perda de massa seca de 
raiz e diminuição de comprimento de parte aérea com a sua menor massa seca de 
parte aérea. 
Relações ainda são observadas na Testemunha N+, onde estudos reforçam 
que a disponibilidade desse nutriente faz com que a eficiência da raiz se acentuasse 
não necessitando de raízes maiores, mas favoreceu a quantidade de raízes laterais 




maiores e mais densos influenciam na maior média de massas em estudos na 
cultura do milho (SCHRÖDER et al., 2000). 
Para fortalecer a função dos flavonoides como exudatos que participam da 
quimiotaxia, trabalhados poderão ser feitos avaliando a produção e a eficácia de 
diferentes flavonoides na fixação de nitrogênio. Além analisar a eficiência de 






Pode-se afirmar que o trabalho teve seus objetivos atingidos pois os 
flavonoides totais das raízes dos diferentes tratamentos foram quantificados e 
identificados tendo sido observados os polifenois Rutina e Quercitina em todos os 
tratamentos em quantidades diferentes. Os tratamentos Enterobacter sp. 203 e 493 
foram os que apresentaram maior concetração de flavonoides totais na raiz, 
desmontando a supermacia das bactérias nativas. 
Os aspectos agronômicos foram avaliados e diferenças significativas foram 
observadas como descrito nos resultados e discução, onde alguns tratamentos 
tiveram mais sucesso em melhorar aspectos como comprimento de raiz pela 
Testemunha N-, massa seca de raiz pela Testemunha N+, comprimento da parte 
aérea pelos tratamentos Enterobacter sp. 203 e 493 e massa seca da parte aérea 
pelo tratamento Testemunha N+. 
Conclui-se, todavia, que nenhum tratamento isolado foi substancialmente o 
mais viável para a planta no quesito quimiotaxia/FBN conseguindo melhorar todos 
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